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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Reinigung 
von Faktor VII und/oder aktiviertem Faktor VII (F Vll/F 
Vila) mittels Bindung an immobilisiertes losliches 
Thromboplastin. 

Gerinnungsfaktor VII (FVII) stellt zusammen mit 
dem Thromboplastin (Tissue Factor, TF) den Initiator- 
komplex des exogenen Gerinnungsweges dar. Bei 
Gewebeverletzung wird TF exponiert und ermdglicht 
die Bindung von FVII und/oder FVIIa an dessen extra- 
zellulare Proteindomane. Ein hydrophober Proteinbe- 
reich verankert TF in der Membran. 

Der physiologisch aktive Anteil des FVII/FVIIa- 
Gemisches, namlich TF-FVIIa, aktiviert in Gegenwart 
von (bevorzugt negativ geladenen) Lipiden und Kalzium 
effektiv den Faktor X (FX). FXa wiederum katalysiert 
(zusammen mit FVa, Lipiden und Kalzium) die Generie- 
rung von Thrombin. Die anschlieBende Bildung von 
Fibrin stellt (u.a.) einen WundverschluG sicher. 

FVII, gebunden an membranstandigen TF, wird 
wiederum durch Autoaktivierung (TF-FVIIa-vermittelt) 
Oder durch FIXa, FXa und Thrombin aktiviert, wodurch 
die kaskadenfdrmige Aktivierung des Gerinnungssyste- 
mes weiter verstarkt wird. 

Ein Mangel an FVII kann entsprechend mit hamo- 
statischen Komplikationen, wie Blutungsneigung, ein- 
hergehen. Als ein Gerinnungsfaktor, dessen Synthese 
zum physiologisch funktionsfahigen Molekul von der 
Anwesenheit von Vitamin K abhangt, kfinnen Komplika- 
tionen entsprechend z.B. bei oraler Antikoagulation (mit 
Vitamin K-Antagonisten) vor Operationen auftreten; 
weitere Indikationen zur Substitution mit FVII stellen 
Verbrauchskoagulopathien oder Leberschaden dar. 
FVIIa dagegen ist Bestandteil von aktivierten PPSB- 
Praparaten, die bei akuten Blutungen Verwendung fin- 
den konnen. Daruber hinaus besitzt FVIIa eine sog. 
Faktor VIII "Bypassing" Aktivitat, die bei der Substitution 
von Hamophilen mit z.B. FVIII-Unvertraglichkeit (z.B. 
Antikdrper) genutzt wird. 

FVII/FVIIa wird ublicherweise mittels mehrerer Pra- 
parationsschritte aus Plasma oder Kulturuberstanden 
(bei rekombinanter Herstellung) angereichert, was 
meist mit entsprechend en Ausbeuteverlusten einher- 
geht. Als ein Protein, das strukturell und in seinen 
Eigenschaften mit anderen Gerinnungsfaktoren ver- 
wandt ist, ist die Reinigung aus einem entsprechenden 
Gemisch schwierig und aufwendig. Im Falle von FVII 
besteht daruber hinaus die Gefahr, daft mit zunehmen- 
dem Aufwand des Reinigungsvorganges eine Aktivie- 
rung eintritt (zu FVIIa), die (entsprechend den 
angestrebten Praparaten) vermieden werden muB. 
Schnelle Verfahren stellen z.B. Praparationen mittels 
geeigneter immobilisierter monoklonaler AntikOrper dar. 
Meistens sind jedoch Bedingungen zur Elution notig 
(pH 3-pH 4), die das Protein irreversibel schadigen. Par- 
tielle Denaturierung fuhrt entsprechend zu Ausbeute- 
verlusten und kann auch eine Antigenitat der 
konformationell geanderten Molekiilstrukturen verursa- 



chen. 

Der vorliegenden Erfindung liegt daher die Aufgabe 
zugrunde, ein Verfahren zur schnellen und schonenden 
Reinigung von FVII/FVIIa bereitzustellen. 

s Die Aufgabe wurde wie folgt gelost: Aus einer 

FVII/FVIIa-haltigen LOsung werden FVII und/oder FVIIa 
an einen immobilisierten sTF ("losliches" Thrombopla- 
stin, soluble Tissue Factor) gebunden, nicht gebundene 
Molekule durch Waschen der Matrix entfent und 

io FVII/FVIIa anschlieBend schonend eluiert. sTF ist hier- 
bei Thromboplastin ohne den Transmembrananteil und 
den cytoplasmatischen Anteil, also die extrazelluiare 
Domane von TF. 

Wir haben gefunden, daB zur Reinigung von FVII 

15 und/oder FVIIa die Interaktion von FVII/Vlla mit sTF 
genutzt werden kann. Wahrend namlich der "physiologi- 
sche" komplette (Lipid bindende) TF die Autoaktivie- 
rung und die Proteolyse bzw. Ruckaktivierung des 
gebundenen FVII durch FIXa, FXa und Thrombin ver- 

20 mittelt, bleibt an sTF gebundener FVII unversehrt (Mor- 
rissey; Thromb. Haemostas. 1995; 74:185-188). 

Die Bindung von FVII und/oder FVIIa an sTF wird in 
Gegenwart zweiwertiger lonen optimiert, besonders 
durch Kalzium, wahrend andere Proteine ungebunden 

25 entfernt werden kGnnen. Entsprechend wird ein immo- 
bilisierter sTF an eine Matrix adsorbiert, aus einer 
Ldsung in Gegenwart von Kalzium FVII und/oder FVIIa 
an sTF gebunden und ungebundene Molekule durch 
Waschen der Festphase entfernt. Die Elution wird scho- 

30 nend mittels eines Puffers, der einen Chelatbildner ent- 
hait, wie z.B: Citrat, Oxalat, Tartrat, EDTAo.A., eluiert. 

Der sTF kann uber nicht-kovalente Bindung an eine 
Festphase adsorbiert oder durch kovalente Bindung 
immobilisiert werden. Als Bindungspartner kommen 

35 herkbmmlich praparierter sTF (proteolytisch hergestellt 
aus komplettem TF), rekombinant hergestellter sTF 
oder FVII/Vlla- bindende Anteile (Peptidbereiche aus 
sTF) in Frage. Der sTF bzw. entsprechende FVII-Bin- 
dungsregionen kdnnen an Substanzen gekoppelt sein, 

40 die eine Immobilisierung vereinfachen bzw. optimieren 
(z.B. als 'Spacer'-Funktion, s.u.). 

In einer bevorzugten Verfahrensweise wird ein an 
ein Fc- Fragment gekoppelter sTF (Fc-sTF) verwendet, 
wie in EP 464533 (Lauffer et al) beschrieben. Durch 

45 Bindung des Fc-sTF z.B. an eine Anti-Fc-Saule Oder 
eine Protein A- oder -G-Matrix wird der sTF optimal pra- 
sentiert und die Effizienz des Reinigungssystemes 
gesteigert. Da Proben, die Fc-Fragmente oder Immun- 
globuline enthalten, zu einer Verdrangung des Fc-sTF 

so von der Matrix fCihren kOnnen, empfiehlt sich die kova- 
lente Kopplung des Fc-sTF an die Matrix mittels 
bekannter Methoden. 

Der FVII/FVIIa- haltigen LOsung werden zweiwer- 
tige lonen, bevorzugt Kalzium, bevorzugt in Form von 

55 CaCI2, in einer Konzentration von 0,01 bis 500 mM, 
besonders bevorzugt 0,5 bis 50 mM, zugesetzt. Die 
Ldsung sollte einen pH-Wert von 5,0 bis 10,0 haben, 
bevorzugt 7,0 bis 9,5. Diese Ldsung wird mit der sTF- 
Matrix in Kontakt gebracht, die Matrix mit Pufferldsung 
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gewaschen, die bevorzugt einen pH-Wert zwischen 7,0 
und 9,5 und eine Kalzium- Konzentration von 0,5 und 50 
mM aufweist. Die Elution erfolgt durch eine LGsung die 
einen Chelatbildner enthait, bevorzugt Citrat, Oxalat, 
Tartrat, NTA, EDTA Oder EGTA in Konzentrationen von 5 
0.1-1000 mM, bevorzugt zwischen 5 und 200 mM. Die 
L6sung hat einen pH-Wert von 5,0 bis 10,0, bevorzugt 
5,5 bis 8,5, besonders bevorzugt 6,0 bis 7,5. 

Proben, die aktivierte Faktoren enthalten, kCnnen 
zu einer weiteren Generierung von FVIIa (ggfs. aus 10 
dem UberschuB des prasenten Faktors VII) und damit 
zu artifiziellen Ergebnissen fuhren. Zur Vorbeugung die- 
ses Risikos kann der Probe vor Kontakt mit dem immo- 
bilisierten sTF Antithrombin lll/Heparin zugesetzt 
werden. Da FVIIa durch ATIII/Hep. bei Raumtemperatur 15 
bzw. hoheren Temperaturen im Vergleich zu potentiell 
storenden anderen Faktoren (Flla, FIXa, FXa etc.) nur 
langsam inhibiert wird, kCnnen die letzteren blockiert 
werden, ohne den Gehalt an FVIIa wesentlich zu beein- 
flussen, falls eine Reinigung von FVIIa beabsichtigt ist. 20 
TF-gebundener FVIIa kann u.U. durch ATIII/Hep. besser 
inhibierbar sein als die freien Molekule (ATM! reagiert 
jedoch ohne funktionelles Heparin nur sehr langsam, 
analog lOslichem FVIIa). Daher kann vor Kontakt mit 
sTF das zugesetzte Heparin mittels bekannter Reagen- 25 
zien wie Protaminsulfat/Polybren® neutralisiert werden 
und anschlieBend wie oben beschrieben verfahren wer- 
den. 

Fur diesen Verfahrensschritt eignen sich ebenfalls 
reversible Inhibitoren , z.B. Benzamidin, und andere 30 
Kofaktor-abhangige Inhibitoren, die selbst Oder deren 
Akzeleratoren neutralisiert werden konnen (beispiels- 
weise Heparin-Kofaktor ll/Heparin). 

Die Erfindung wird durch folgendes Beispiel naher 
eriautert: 35 

Beispiel: 

Protein A-Sepharose wurde mit Fc-sTF beladen 
(10 |ig/50 ii\ Gelmatrix) und mit Puffer A (50 mM 40 
Tris/HCI, 150 mM NaCI, 10 mM CaCI2, 0,1% Human- 
Albumin, pH: 8,5) aquilibriert. 0,5 ml einer Proteinlo- 
sung, die FVII (15 IE/ml) enthielt, wurde FVIIa zugesetzt 
auf eine Konzentration, die 5% (im Gerinnungstest) der 
FVII-Aktivitat entsprach. Andere Gerinnungsfaktoren, 45 
wie die Faktoren II (30 IE/ml), IX (25 IE/ml) und X (30 
IE/ml), sowie eine Anzahl weiterer Plasmaproteine, 
waren ebenfalls enthalten. Diese LOsung wurde mit 
dem gleichen Volumen Puffer A verdunnt und mit der 
sTF-Matrix in einer kleinen Saule in Kontakt gebracht. so 
Nach Durchlaufen der Saule wurde die Matrix mit 0,5 ml 
Puffer A gewaschen und anschlieBend gebundenes 
Protein mit Puffer B (50 mM Tris/HCI, 150 mM NaCI, 50 
mM Natrium-Citrat, pH 6,5) eluiert und aufgefangen. 

Das Eluat wurde in entsprechenden Gerinnungs- 55 
tests gepruft und die Ausbeute an FVII/Vlla sowohl 
durch dessen Aktivitat als auch mittels ELISA (in Bezug 
auf das Ausgangsmaterial) quantifiziert. Die Reinheit 
des Eluates wurde durch SDS-PAGE demonstriert. 
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Ergebnis: 

Die Ausbeute an FVII/Vlla betrug nach ELISA 93%, 
nach Aktivitat 90%, bezogen auf das Ausgangsmaterial. 
Ein wichtiger Befund war ebenfalls, daB im Eluat wieder 
5% der FVII-Aktivitat von (dem zugesetzten) FVIIa 
stammte. Dies zeigt, daB nicht eines der beiden Mole- 
kule bevorzugt gebunden wurde. Andererseits kann 
ausgeschlossen werden, daB wahrend dieses Reini- 
gungsschrittes eine Aktivierung von FVII zu FVIIa statt- 
gefunden hat. 

Im Eluat wurden weder FN, FIX noch FXgefunden, 
jedoch alles (entsprechend Ausgangsmaterial) im Sau- 
lendurchlauf. Die Reinheit des Eluates und der starke 
Anreicherungseffekt von FVII/Vlla im Eluat wird durch 
SDS-PAGE Analyse verdeutlicht, aus der der Reint- 
gungseffekt uberzeugend hervorgeht. 

Patentanspruche 

1. Verfahren zur Reinigung von Faktor VII und/oder 
Faktor VII a, dadurch gekennzeichnet, daB aus 
einer Faktor VII und/oder Faktor Vlla-haltigen 
Losung Faktor VII und/oder Faktor VII a an immobi- 
lisiertes losliches Thromboplastin gebunden wird, 
nicht gebundene Molekule durch Waschen entfernt 
werden und man den gebundenen Faktor VII 
und/oder Faktor Vila eluiert. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeich- 
net, daB mittels eines Chelatbildners gebundener 
Faktor VII und/oder Faktor VII a eluiert wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 Oder Anspruch 2, 
dadurch gekennzeichnet, daB Ca 2+ lonen in einer 
Konzentration zwischen 0,01 bis 500 mM zugesetzt 
und bei der Bindung an immobilisiertes losliches 
Thromboplastin ein pH von 5,0 - 10,0 gewahlt wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 2 oder Anspruch 3, 
dadurch gekennzeichnet, daB als Chelatbildner 
Citrat, Oxalat, Tartrat, NTA, EDTA Oder EGTA in 
einer Konzentration von 0,1 - 1000 mM, ausrei- 
chend zur Elution von Faktor VII und/oder Faktor VII 
a gewahlt wird. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspru- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB andere st6- 
rende aktivierte Faktoren vor dem Kontakt mit 
immobilisiertem IGslichen Thromboplastin inhibiert 
werden. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeich- 
net, daB vor dem Kontakt mit immobilisiertem IGsli- 
chen Thromboplastin potentiell stGrende andere 
aktivierte Faktoren durch Zugabe von Antithrombin 
lll/Heparin inaktiviert werden und gegebenenfalls 
anschlieBend Protaminsulfat zugegeben wird. 
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7. Verfahren nach einem der vorhergehenclen Anspru- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB ISsliches 
Thromboplastin uber nicht kovalente Bindung an 
die Festphase adsorbiert wird. 

5 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeich- 
net, daB ein an ein Fc-Fragment gekoppeltes I6sli- 
ches Thromboplastin eingesetzt wird. 

9. Verfahren nach Anspruch 1 bis Anspruch 6, 10 
dadurch gekennzeichnet, da3 lOsliches Thrombo- 
plastin kovalent an die Festphase gebunden wird. 
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